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摘要 菜 酚 是 工业 废水 中 典型 的 环境 污染 物 。 小 球 洽 (Chlorella sp.) 由 于 其 生长 快 、 抗 逆 性 强 ,可 
以 有 效 利 用 废水 中 的 酚 类 化 合 物 ,是 最 有 潜力 的 含 酚 废 水 处 理 藻 株 。 但 是 高 浓度 菜 酚 产生 的 氧 
化 压力 会 造成 小 球 藻 细胞 的 氧化 损伤 。 通 过 实验 室 适 应 性 进化 已 经 得 到 了 可 以 耐 受 300mg/L 莱 
酚 的 小 球 藻 党 株 (L5) 。 通 过 无 参 比 较 转 录 组 学 数据 ,在 基因 组 尺度 上 考察 了 原始 小 球 藻 (L3 Fo 


进化 后 小 球 荣 对 高 深度 菜 酚 的 响应 差异 。 无 参 比 较 转 录 组 学 结果 表明 ,进化 后 小 球 藻 能 够 耐 受 


伺 并 降解 高 浓度 菜 酚 是 多 个 代谢 途径 整体 调控 的 结果 。 相 比 于 原始 小 球 荣 ,进化 后 小 球 东 在 
OOme/L 苯酚 浓度 下 对 莱 酚 氧化 胁迫 的 响应 增强 ,主要 体现 在 细胞 信号 转 导 、ABC 转运 蛋白 、 热 


已 休 克 蛋 白 、 氮 代谢 和 三 次 酸 循环 (TCA) 等 相关 的 转录 水 平 明 显 上 调 。 进 化 后 小 球 藻 通过 这 些 响 
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CD 亲本 及 其 衍生 物 是 石油 化 工 和 煤化 工 等 行业 排放 
成 汶 中 的 重要 污染 物 "] 。 含 酚 废 水 是 水 污染 治理 中 的 
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实用 的 手段 。 不 仅见 效 快 .成 本 低 , 而 且 不 会 产生 二 次 
污 肝 。 微 藻 是 一 类 单 细胞 生物 ,具有 分 布 广 泛 、 繁 殖 快 
和 纲 应 能 力 强 等 特点 ,营养 方式 有 光合 自 养 .光合 异 
和 混合 兼 养 。 微 藻 处 理 合 酚 废水 后 ,可 将 藻 细 胞 回收 
并 用 催化 等 方法 转化 成 化 学 制品 再 利用 ,可 以 提高 废 
水 处 理 的 经 济 性 。 

目前 ,利用 细菌 处 理 苯酚 废水 的 研究 比较 多 ”” ， 
对 于 微薄 处 理 苯酚 废水 的 研究 相对 较 少 。 低 浓度 的 茶 
酚 可 以 直接 被 微 藻 作为 碳 源 利用 ,并 且 对 微 藻 的 生长 
和 油脂 合成 有 促进 作用 。 但 是 高 浓度 的 苯酚 却 抑制 生 
藻 的 生长 ,甚至 使 藻 细 胞 受到 损伤 。 需 要 说 明 的 是 这 
种 抑制 作用 因 藻 种 而 异 。 为 提高 小 球 藻 莱 酚 废 水 的 处 
理 能 力 ,在 之 前 的 实验 中 利用 实验 室 适应 性 进化 强化 
小 球 藻 对 莱 酚 的 耐 受 性 ,进化 后 的 小 球 藻 藻 株 能 够 而 
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受 并 降解 500 ~700mg/L RWS 。 研 究 细菌 等 微生物 
或 微 党 对 茶 酚 的 生物 响应 有 助 于 了 解 生物 与 环境 间 的 
相互 作用 ,Lin “通过 qPCR 和 和 蛋白 质 组 学 研究 了 不 动 
杆菌 Y 在 降解 1 000mg/L 的 苯酚 过 程 中 的 压力 反应 ， 
结果 表明 不 动 杆菌 Y 在 茶 酚 氧化 压力 下 ,ABC 转运 重 
白 和 膜 受 体 蛋白 合成 增加 ,但 是 三 羧 酸 循环 和 氧化 磷 
酸化 被 抑制 。ABC 转运 蛋白 和 膜 受 体 蛋 白 合成 以 及 三 
羧 酸 循环 和 氧化 磷酸 化 等 途径 都 是 微生物 对 葵 酚 氧化 
胁迫 响应 的 体现 。 作 为 微生物 的 微薄 也 会 对 葵 酚 氧化 
胁迫 做 出 响应 ,而且 这 种 响应 不 仅 受 诸多 因素 的 影响 ， 
还 具有 攻 种 特异 性 。 本 研究 利用 无 参 转录 组 测序 分 析 
进化 后 小 球 苔 和 未 进化 小 球 藻 在 高 浓度 苯酚 条 件 下 对 
抗 茶 酚 氧化 压力 所 产生 的 响应 差异 ,以 探讨 可 能 的 进 
化 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 藻 种 和 培养 方法 

一 株 从 废水 中 筛选 得 到 的 小 球 菠 (I3 ) 在 500mg/L 
的 葵 酚 浓度 下 经 过 实验 室 适 应 性 进化 得 到 进化 后 小 球 
藻 (L5)5 。 进 化 后 小 球 藻 和 原始 小 球 藻 在 含 500mg/L 
苯酚 的 TAP 培养 基 中 进行 播 床 培 养 , 每 组 设 有 3 个 平 
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行 对 照 。 培 养 条 件 全 光照 培养 , 播 床 转速 150xmin , 光 
照 强度 150pmol/(m? + s) o 
1.2 测序 样品 的 制备 

培养 4 天 后 从 每 个 样品 中 取 50ml 菠 液 ，6 000v 
min 离心 Smin ,用 去 离子 水 洗涤 藻 体 2 次 或 3 UC, AL 
速冻 后 立即 转 入 -80% 保存 待 测 。 
1.3 数据 处 理 及 de novo 拼接 

通过 Ilumina Hiseq 4000 双 端 测序 得 到 的 原始 序 
列 (raw reads) ,在 使 用 拼接 软件 对 其 进行 de novo 拼接 
前 需要 进行 预 处 理 ,去 掉 那 些 低 质量 的 、 含 有 接头 的 、 
不 确定 的 序列 ,得 到 有 效 序列 (clean reads) 。 用 拼接 软 
件 Trinity"! 对 这 些 有 效 序列 进行 de novo 拼接 ,形成 一 
个 转录 组 。 
1.4 功能 注释 及 代谢 途径 分 析 
OD 将 拼接 得 到 的 转录 本 利用 BlastX" 算法 分 别 与 
NEB] 中 的 non-redundant ( NR ) String, Swissprot”? , 
Pfam!" Fi] KEGG" 数据 库 进行 比 对 ,E-value 的 阔 值 设 
TO x10-: ,预测 转录 本 的 功能 并 且 对 功能 进行 分 
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AE, CO 功能 注释 结果 统计 得 到 基于 NR 和 Pfam 两 部 
分 的 蛋白 质 注释 结果 ,注释 后 的 转录 本 会 得 到 相应 的 
GO 编号 。 再 将 拼接 得 到 的 转录 组 提交 到 KECG 的 
KASS!" 服务 器 上 。KASS 会 对 每 一 条 提交 的 转录 本 序 
列 进行 注释 ,被 注释 到 的 转录 本 被 分 配 到 相应 的 EC 号 
和 代谢 途径 。 通 过 FPKM 值 来 计算 基因 的 表达 水 平 ， 
EdgeR'" 被 用 于 差异 表达 分 析 , 且 满足 FDR <0. 05, log 
IFCI 21 (log 底数 为 2) 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 转录 组 测序 信息 及 拼接 

本 次 Jumina Hiseq 4000 双 端 测序 得 到 的 原始 数 
据 经 过 质 控 后 去 除 低 质量 的 数据 共 得 到 用 于 拼接 的 高 
质量 序列 ,用 de novo 对 这 些 序列 进行 拼接 后 共 得 到 
88 637 个 转录 本 ,81 885 个 unigene ,长度 范 围 为 200 ~ 
70 000bp( 表 1)。 若 无 特殊 说 明 , 后 面 用 于 分 析 数 据 
的 全 是 unigene 数据 。 


O RI 拼接 长 度 频数 分 布 


Table 1 Summary for splice length frequency distribution 


Cy 转录 长 度 区 间 


200 ~ 600bp 600 ~ 1.2kb 1.2 ~1.8kb 1.8 ~2.8kb 2.8 ~70kb 总 数 
转录 本 数 65 806 10 700 5 168 3 895 3 068 88 637 
ag unigene 数 63 604 9 183 4 136 2 868 2 094 81 885 


222< 功能 注释 及 物种 相似 性 分 析 
> 拼接 得 到 的 所 有 核 音 酸 序列 利用 BlastX 算法 与 
NRSString ,Swissprot 和 下 EGG 比 对 后 得 到 相应 的 注释 
信 禹 。 比 对 结果 显示 有 58. 47% 的 转录 本 能 够 和 NR 
数据 库 的 序列 比 对 上 ,与 KEGG 库 序列 吻合 的 转录 本 
有 26 188 个 ,与 String 库 序列 一 致 的 转录 本 数目 最 少 ， 
只 有 11 658 个 。 详 细 结果 见 表 2 。 
R2 转录 本 的 注释 结果 统计 


Table 2 Annotation of all transcripts 


Total Annotated 
Database i . Percentage( % ) 
transcripts transcripts 
Pfam 88 637 21 014 23.71 
String 88 637 11 658 13.15 
Swiss-Prot 88 637 32 329 36.47 
KEGG 88 637 26 188 29.55 
NR 88 637 51 824 58.47 


包括 小 球 藻 在 内 的 藻类 基因 组 信息 还 非常 有 限 ,其 基 
因 注 释 也 不 够 完善 。 拟 南 芥 作为 植物 生理 和 分 子 生 物 
学 等 研究 的 模式 植物 ,其 全 基因 组 信息 测定 较 早 。 微 
藻 和 拟 南 草 均 属于 植物 ,其 基因 具有 相似 性 是 可 以 理 
解 的 。 已 经 测序 的 小 球 藻 的 基因 注释 也 会 参考 拟 南 芥 
的 相关 信息 。 根 据 BlastX 算法 与 G0 数据 库 比 对 结果 ， 
35 996 个 转录 本 注释 到 GO 编号 ,11 658 个 序列 与 COG 
数据 库 一 致 。 根 据 CO 数据 库 注 释 结 果 , 转 录 本 分 成 
64 类 ,分 别 属于 生物 过 程 (biological process) ,分 子 功 能 
(molecular function) 和 细胞 组 分 (cellular component ) 三 
KE COG 数据 库 的 注释 结果 把 转录 本 按照 功能 分 成 
了 26 个 家 族 。 
2.3 细胞 信号 转 导 途 径 分 析 

生物 通过 检测 细胞 外 的 氧化 压力 和 渗透 压力 变化 


通过 与 NR 库 的 比 对 可 以 得 到 与 其 他 物种 的 相似 
性 信息 ,其 中 与 Arabidopsis thaliana 一 致 的 转录 本 有 
17 399 , 同 Chlorella variabilis 相同 的 转录 本 有 8 630 个 。 


等 来 感知 外 界 环境 的 变化 。 信 和 号 分 子 有 植物 激素 、 活 
性 氧 (ROS) 和 一 氧化 氮 (NO) 等 。 过 氧化 氧 是 植物 细 
胞 代谢 过 程 中 产生 的 一 种 活性 氧 ,被 认为 是 植物 抵抗 
压力 胁迫 的 重要 信号 分 子 ”, 它 能 够 与 蛋白 激酶 
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(MAPK 级 联 ) 、 和 蛋白 磷酸 酶 ,转录 因子 和 膜 结 合 钙 离子 


可 以 提高 细胞 的 应 激 能 力 ,持续 的 非 生 物 氧化 胁迫 刺 


通道 等 反应 ,从 而 影响 基因 的 表达 。 植 物 修复 重金 属 
污染 的 过 程 中 最 初 是 由 根部 感知 重金 属 应 力 并 触发 信 
号 转 导 ,从 而 介 导 分 子 .生理 和 微观 结构 水 平 的 变化 。 
通过 基因 调节 植物 对 重金 属 的 反应 ,激活 抗 氧化 系统 
和 在 不 同 信号 分 子 之 间 协 调 分 配 机 制 。 在 高 浓度 苯酚 
条 件 下 ,小 球 藻 细 胞 由 于 氧化 损伤 产生 过 量 的 过 氧化 
氮 , 过 氧化 氮 作 为 信号 分 子 使 细胞 信号 转 导 途径 的 合 
成 和 代谢 上 调 , 并 将 信号 级 联 放大 传递 下 去 ,进而 调控 
一 系列 胁迫 应 答 。 虽 然 未 进化 小 球 藻 也 能 对 苯酚 胁迫 
在 细胞 信号 转 导 做 出 一 定 的 响应 ,但 是 对 进化 后 小 球 
SAUTE BRUCE 500mg/L 的 苯酚 浓度 下 的 转录 组 分 
析 结 果 显 示 , 进化 后 小 球 藻 相 对 于 原始 小 球 藻 的 细胞 
信号 转 导 途 径 明显 上 调 (图 1) 。 这 说 明 进 化 后 小 球 藻 
了 蚁 办 产生 的 氧化 压力 胁迫 下 能 够 迅速 的 感知 到 这 种 
印 代 压力 变化 并 将 信号 传递 下 去 ,以 协助 细胞 做 出 响 
记 D 这 和 实验 室 适应 性 进化 过 程 中 进化 的 小 球 藻 长 其 
置 握 丝 酚 环境 中 有 关 , 持 续 的 莱 酚 氧化 刺激 ,使 进化 小 
球 党 的 对 茶 酚 氧化 胁迫 的 响应 得 到 了 积累 , 耐 受 性 


提高 。 
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图 1 信号 转 导 途径 的 差异 表达 基因 
Fig.1 Differentially expressed genes 


of signal transduction pathway 


2.4 ” 热 休克 蛋白 和 ABC 转运 蛋白 分 析 

HUR GEE H (heat shock proteins, HSPs ) 是 从 细菌 
到 植物 和 哺乳 动物 中 都 普遍 存在 的 一 类 热 应 激 蛋 
A. 根据 蛋白 质 的 大 小 将 热 休 克 蛋 白 分 为 5 类 ,分 
别 为 HSP110、HSP90、HSP70、HSP60 和 小 分 子 热 休 交 
蛋白 。 细 胞 受到 环境 压力 时 ,第 一 反应 就 是 合成 热 休 
克 和 蛋白 ,因此 热 休 克 和 蛋白 可 以 作为 细胞 应 激 能 力 的 标 
志 。 重 金属 砷 能 够 对 小 鸡 产 生 神 经 性 毒性 ,并 检测 到 
Hsp60 和 Hsp70 的 蛋白 质 表 达 上 调 "”。 热 休克 蛋白 还 


激 可 以 使 热 休克 蛋白 的 表达 量 上 调 。 研 究 表 明 热 休克 
蛋白 的 生成 量 和 生物 的 耐 受 性 呈正 相关 。 对 进化 后 小 
球 党 和 原始 小 球 藻 在 500mg/L 的 茶 酚 浓度 下 的 转录 组 
分 析 结 果 显 示 , 进化 后 小 球 藻 的 热 休克 蛋白 Hsp90、 
Hsp70 和 Hsp40 的 基因 表达 明显 上 调 。Hsp70 位 于 细 
胞 质 中 ,是 进化 上 高 度 保守 的 一 类 热 休克 和 蛋白” ， 
Hsp70 家 族 均 有 两 个 功能 结构 域 :一 个 是 约 由 450 个 氮 
基 酸 组 成 的 高 度 保 守 的 N 端 ATPase 功能 域 (ATP- 
binding domain) ; 另 一 个 是 约 由 200 个 氨基 酸 组 成 的 相 
对 保守 的 C 端 区 域 。Hsp70 正常 情况 下 不 表达 或 很 少 
表达 ,在 氧化 胁迫 的 条 件 下 表达 量 迅速 增加 。 本 实验 
检测 到 Hsp70 的 5 个 转录 本 序列 明显 上 调 , Hsp90 和 
Hsp40 各 检测 到 一 个 转录 本 上 调 。Hsp70 不 仅 可 以 作 
为 分 子 伴 倡 监测 蛋白 质 的 折 对 状态 ,还 可 以 参与 细胞 
信号 转 导 、 细 胞 周期 调控 和 细胞 凋 亡 等 ,这 对 处 于 氧化 
胁迫 条 件 下 的 藻 细 胞 调节 压力 反应 尤其 重要 。 
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图 2 热 休克 蛋白 基因 的 差异 表达 
Fig.2 Differential expression of 


heat shock protein genes 


ABC(ATP-binding cassette ) 转运 蛋白 是 一 类 ATP 
驱动 泵 ,包括 几 百 种 不 同 的 转运 蛋白 ,广泛 存在 于 细菌 
到 人 类 的 各 种 生物 中 。 从 轮 虫 ( Brachionus koreanus ) 基 
因 组 中 鉴定 出 61 个 ABC 转运 蛋白 ” 。 根 据 系统 发 育 
分 析 分 成 8 个 不 同 的 亚 族 (A ~ H) ,由 11 个 ABCA 基 
因 、19 个 ABCB 基因 ,14 个 ABCC 基因 3 个 ABCD 基 
Al 1 个 ABCE 基因 .3 个 ABCF 基因 .8 个 ABCG 基因 
和 2 个 ABCH 基因 组 成 。ABC 转运 蛋白 是 细胞 膜 上 
糖 、 氨 基 酸 、 磷 脂 和 肽 链 的 转运 蛋白 ,利用 ATP 水 解 产 
生 的 能 量 协助 细胞 将 胞 内 有 毒物 质 和 废物 排出 。ABC 
转运 蛋白 还 参与 次 生 代 谢 产物 的 积累 以 及 生物 和 非 生 
物 胁迫 反应 等 。Jeong 等 '” 研究 了 浮游 动物 中 华 咸 水 


2017 ,37(7) 周 


S| 7k 3 ( Paracyclopina nana ) 对 多 环 芳烃 的 响应 机 制 ， 
发 现 4BCC1 是 响应 多 环 芳烃 的 关键 基因 。Lin “发 现 
不 动 杆菌 Y 在 1 000mg/L 的 茶 酚 浓度 下 产生 更 多 的 
ABC 转运 蛋白 和 膜 受 体 来 抵抗 茶 酚 产生 的 氧化 压力 。 
细胞 处 于 氧化 压力 胁迫 时 ,ABC 转运 蛋白 的 合成 会 上 
调 。 本 研究 的 转录 组 测序 检测 到 在 500mg/L 茶 酚 浓度 
下 ,进化 后 小 球 藻 ABC 转运 蛋白 与 原始 小 球 藻 相 比 
PstS ABCC10 、ABCB1 NiKA 、Gltl 和 CystA 明显 上 调 ， 
ABCC1 和 ABCC4 下 调 。 这 意味 着 进化 后 小 球 灌 在 驯 
化 过 程 中 ,ABC 转运 蛋白 在 茶 酚 氧化 压力 下 也 参与 响 
应 。 需 要 指出 的 是 ,Lin 等 “分 析 的 是 在 1 000me/L 4 
酚 条 件 下 不 动 杆菌 部 分 基因 和 蛋白 质 组 在 0 ~ 18h 的 
动态 变化 。 而 本 文 分 析 的 是 在 500mg/L 苯酚 条 件 下 进 
化 冰球 车 和 未 进化 小 球 藻 的 转录 组 学 差异 ,希望 能 得 
` 球 藻 和 未 进化 小 球 藻 的 响应 差异 ,进而 探讨 


= 
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图 3 ABC 转运 蛋白 基因 的 差异 表达 
Fig.3 Differential expression of ABC 


transporter protein genes 


2.5 和 氮 代 谢 途 径 和 三 羧 酸 循环 分 析 

藻类 可 以 利用 污水 中 的 普通 氮 源 ,并 且 一 般 会 优 
先 利 用 氨氮 ,氨氮 完全 消耗 后 才 开 始 利用 其 他 氮 源 。 
污水 中 的 NH,-N 等 无 机 氮 的 吸收 需要 光合 作用 提供 能 
量 和 碳 骨 架 , 进 而 构成 藻 细 胞 内 的 含 握 有机物, 如 和 氨基 
酸 、 蛋 白质 .叶绿素 等 ”。Erdal 和 Turk” WA T i 
胁迫 对 玉米 幼苗 的 氮 代 谢 的 影响 。 发 现 与 对 照 组 相 
比 , 施 用 锅 的 幼苗 中 硝酸 盐 还 原 酶 、. 亚 硝酸 盐 还原 酶 、 
RABA KC GS) 和 谷 氨 酸 合 酶 (GOGAT) 的 活性 显 
著 降低 ,但 是 谷 氮 酸 脱 氢 酶 (GDH) 活性 显著 升 高 ,表明 
锅 对 氮 代 谢 有 明显 的 抑制 作用 。Lin:9 利用 蛋白 质 组 分 
析 了 不 动 杆菌 了 在 1 000me/L 茶 酚 浓度 胁迫 下 的 压力 
应 激 反应 ,发 现 其 三 羧 酸 循环 和 氧化 磷酸 化 途径 都 被 
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下 调 , 说 明 葵 酚 胁迫 能 够 抑制 所 代谢 和 碳 代 谢 途 径 。 
之 前 的 叶绿素 奖 光 检测 数据 也 表明 苯酚 胁迫 能 够 抑制 
原始 小 球 藻 的 光合 作用 ,而 对 进化 小 球 藻 的 光合 作用 
几乎 没有 影响 。 本 文 的 转录 组 测序 发 现 进化 小 球 藻 相 
对 于 原始 小 球 藻 在 500mg/L 茶 酚 浓度 下 的 氮 代 谢 途 径 
中 大 部 分 基因 明显 上 调 ( 表 3)。 与 原始 小 球 藻 相 比 , 进 
化 小 球 藻 的 氮 代 谢 途 径 的 10 多 个 酶 的 相关 基因 出 现 
上 调 表 达 。 其 中 硝酸 盐 同 化 途径 的 有 硝酸 盐 还 原 酶 
(NR,EC:1.7.99.4) 和 亚 硝酸 盐 还 原 酶 (NIRA, EC; 
1.7.7.1) ;催化 氨 代 谢 过 程 的 有 谷 氮 酸 脱氧 酶 (CDHA ， 
EC:1.4.1.4) 、 谷 氮 酰 胺 合成 酶 (GLNA ,EC:6.3.1.2) 
AIG AR > BUH ( GLT1/GLTB/GLTD ,EC:1.4.1. 13/1. 
4.1.14/1.4.7.1) ;碳酸 栈 酶 (CA ,EC:4.2.1.1) 能 够 众 
化 氨 甲 酰 磷酸 反应 生成 氮 和 ATP, 可 以 作为 藻 细 胞 内 
源 氮 的 补充 。 

本 文 的 转录 组 测序 结果 显示 在 500mg/L fy AS BR 
度 下 ,进化 后 小 球 藻 和 原始 小 球 藻 相 比 ,三 羧 酸 循环 中 
十 几 种 酶 或 蛋白 质 表达 上 调 ( 表 4)。Lin 的 实验 中 不 
动 杆 菌 了 在 1 000mg/L 的 苯酚 胁迫 下 所 代谢 和 碳 代 谢 
下 调 , 而 对 于 本 次 实验 检测 出 来 的 结果 进化 小 球 藻 的 
氮 代 谢 和 碳 代 谢 途 径 上 调 是 相对 于 原始 小 球 藻 上 调 ， 
产生 这 种 现象 的 原因 是 原始 小 球 藻 在 茶 酚 胁迫 的 条 件 
下 碳 代谢 和 和 毛 代 谢 途 径 下 调 , 而 进化 小 球 藻 由 于 经 历 
长 期 的 苯酚 压力 胁迫 进化 后 能 够 解除 这 种 抑制 作用 而 
维持 原 有 的 氮 代 谢 和 所 代谢 水 平 , 结 果 显 示 是 进化 小 
球 藻 的 氮 代 谢 和 碳 代 谢 上 调 。 当 然 ,也 不 能 排除 有 微 
生物 特异 性 及 茶 酚 浓度 差异 的 影响 。Santos 和 
Benndorf' 利用 定量 蛋白 质 组 学 研究 恶臭 假 单 胞 菌 
KT2440 对 茶 酚 氧化 压力 的 响应 ,发 现 参与 氧化 应 激 反 
应 .胁迫 应 答 能量 代谢 .脂肪 酸 生 物 合 成 细胞膜 生 物 
合成 和 小 分 子 转运 的 蛋白 质 合 成 上 调 ,而 核 苷 酸 合成 
和 运动 相关 的 蛋白 合成 下 调 。 不 同 微生物 对 苯酚 氧化 
压力 的 响应 有 特异 性 ,而 且 响应 机 制 也 不 尽 相 同 。 进 
化 后 小 球 菠 之 所 以 能 形成 这 种 抵抗 苯酚 压力 的 响应 机 
制 和 其 驯化 过 程 是 分 不 开 的 ,长 期 的 苯酚 氧化 压力 胁 
迫 ,使 进化 后 小 球 藻 对 苯酚 氧化 压力 的 响应 累加 。Lin 
测定 的 是 蛋白 质 组 , 本文 测定 是 转录 组 。 不 同 组 学 数 
据 对 同一 生物 过 程 的 分 析 可 能 也 会 出 现 差异 ,因为 转 
录 和 翻译 并 不 是 完全 同步 的 。 但 是 进化 后 小 球 藻 经 过 
长 期 葵 酚 压力 胁迫 后 确实 能 够 耐 受 高 浓度 苯酚 ,这 与 
其 对 茶 酚 氧化 压力 胁迫 的 特殊 响应 机 制 是 分 不 开 的 。 
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RI 和 氮 代 谢 途 径 中 的 基因 表达 差异 


Table 3 Difference of gene expression in nitrogen metabolism pathway 


酶 名 称 EC 编号 序列 ID logFC ( LS-500/13-500 ) FDR 

硝酸 盐 还 原 酶 1.7.99.4 c37842_g5 1:22 3. 07E-3 

Nitrate reductase ( NR) 037853_g7 1, 15 4. 98E-3 

c29088_¢2 3.40 3. 24E-2 

c29088_g1 3.90 2.44E-2 

一 氧化 氮 还 原 酶 r c14066_g1 2.80 4. 68E-2 
Nitric oxide reductase 

亚 硝酸 还 原 酶 172251 c45422_¢1 3.63 7.63E-3 

Nitrite reductase 

谷 氨 酰 胺 合成 酶 6.3.1.2 c37454_gl 4.89 1.08E-2 

Glutamine synthase( GLNA) c61772_gl 6.50 2.93E-5 

RARI 1.4.1.2 c46133_g1 3.06 1. 83E-2 

Glutamate dehydrogenase ( GDHA ) 1.4.1.3 c37532_gl 4.16 2. 06E-2 

(NADPH) 1.4.1.4 c36626_g4 4.64 1.35E-5 

c37237_¢2 4.59 1.14E4 

c36626_g2 3.75 3. 50E-4 

1.4.7.1 c37701_gl 4.35 4.81E4 

RARE KH 1.4.1.13 c29037_g4 3.96 2. 04E-3 

Glutamate synthase ( NADPH ) 029037 _g2 2.41 8. 73E-3 

(GLTB) c36626_g1 2.96 2. 96E-3 

1.4.1.14 c29037_g4 3.96 2. 04E-3 

c29037_¢2 2.41 8. 73E-3 

c35331_gl 2.96 2.96E-3 

c29037_g1 -2.75 4.78E4 

一 氧化 氮 还 原 酶 1.7.1.14 c60454_g1 6.60 4. 75EA8 
Nitric oxide reductase 

亚 硝 酸 盐 还 原 酶 | c35063_gl 3.26 3. 93E-2 

Nitrite reductase A (NIRA) c31099_¢1 5.31 1. 69E-3 

c6469_g1 3.60 1.27E4 

碳酸 栈 酶 4.2.1.1 c39164_g1 4.39 7.62E-05 

Carbonic anhydrase (CA) 033606_g2 6.11 7.92E4 

c33606_g1 7.28 4.72E-5 

c16145_g1 4.03 4.33E-2 

c31827_g1 7.40 1. 31E-34 


表 4 三 羧 酸 循环 中 的 差异 表达 基因 


Table 4 Difference of gene expression in TCA cycle pathway 


酶 名 称 EC 编号 序列 了 logFC( LS_500/13_500) FDR 
二 氧 硫 辛 酰 乙 酰 转移 酶 2.3.1.12 c31578_gl 353 2. 16E-2 
Dihydrolipoyl acetyltransferase c35020_g1 2.71 4. 00E-2 
c37512_gl 4.61 1. 10E-5 
c60153_g1 3.07 3.91E-2 
KAMRE H 1.2.7.1 c37837_g4 1.14 1.45E-2 


Pyruvate synthase 


琥珀 醚 -CoA 合成 酶 6.2.1.4 c7278_gl 3.07 4.07E-2 
Succinyl-CoA synthetase 
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酶 名 称 EC 编号 序列 ID logFC( L5_500/13_500 ) FDR 
E PR BEE SE Os Hb PS M 1.1.1.42 c52746_gl 3.80 2. 15SE-2 
Oxalosuccinate decarboxylase c3407_gl 4.93 1.68E-3 
2- 氧 代 酸 氧化 还 原 酶 1.2.7.11 c76505_gl 3.72 2.34E-2 
2-oxoacid oxidoreductase c27441_g1 3.39 2. 58E-2 
c38616_g1 3.46 2. 64E-2 
034824 _¢1 3.68 2. 20E-2 
ATP 柠檬 酸 合 酶 2.3.3.8 c35348_g1 4.26 1.73E-2 
ATP citrate synthase 
苹果 酸 脱氧 酶 1.1.1.37 c52908_gl 5.70 8.17E-4 
Malate dehydrogenase c61382_gl 5.48 1.26E-3 
c59960_gl 2.00 2.71E-9 
二 氧 硫 辛酸 脱氧 酶 1.8.1.4 c35851_gl 4.04 6. 58E-3 
Dihydrolipoyl dehydrogenase; c34235_gl 2.88 3.42E-2 
> c34729_g1 3.82 3. 04E-3 
CO 正 珀 酸 脱 氧 酶 1.3.5.1 c14707_g1 4.35 2.31E-2 
N Succinate dehydrogenase 
© PEIR es DE A RR HG 4.1.1.49 c34546_g1 3.16 8.43E-19 
= J carboxykinase ( ATP) 033496_g1 3.86 6. 38E-3 
四 乌 头 酸 水 合 酶 4.2.1.3 c37471_g1 4.25 7.24E4 
~N Aconitate hydratase c34863_g1 2.70 2.74 E-2 
2 c36106_g3 3.20 8.52E-3 
= 延 胡 索 酸 水 合 酶 4.2.1.2 c37696_gl 3.79 2.69 上 -2 
O Fumarate hydratase 
苹果 酸 脱 氧 酶 1.1.5.4 c37805_g4 1.22 3.40 E-2 
> Malate dehydrogenase 
S< MAREE HET EF 2.3.1.61 c37157_g2 3.61 3.39E-3 
© Dihydrolipoic transsuccinylase c37053_g3 3.19 3. 86E-2 
e c22365_g1 4.71 1.38E-5 
T c37650_¢31 3.14 2. 53E-2 
rr 丙酮 酸 脱羧 酶 1.2.4.1 c76505_gl 3.72 2.34E-2 
Pyruvate decarboxylase c27441_g1 3.39 2. 58E-2 
c38616_gl 3.46 2. 64E-2 
c34824_g1 3.68 2. 20E-2 
3 结 论 的 间接 响应 ,为 细胞 提供 足够 的 能 量 用 于 对 活性 氧 的 
< 了 


《1) 未 进化 小 球 营 和 进化 小 球 深 在 茶 酚 氧化 压力 
下 都 会 在 做 出 响应 ,这 些 响应 主要 体现 在 信号 转 导 、 蛋 
白质 合成 和 基础 代谢 方面 。 

(2) 进 化 后 小 球 灌 在 进化 过 程 中 ,由 于 长 期 处 于 茶 
酚 氧 化 压力 下 ,对 茶 酚 氧化 胁迫 的 响应 得 到 积累 ,并 且 
通过 增加 细胞 信号 转 导 、 热 休克 蛋白 和 ABC 转运 蛋白 
的 合成 ,与 原始 小 球 藻 相 比 上 调 碳 代谢 和 和 毛 代 谢 等 来 
增强 对 高 浓度 葵 酚 的 响应 ,能 够 快速 清除 葵 酚 诱导 产 
生 的 活性 氧 , 使 其 对 葵 酚 的 耐 受 性 提高 。 

(3) 氮 代谢 途径 和 三 羧 酸 循环 作为 茶 酚 氧化 胁迫 


may 


a 


清除 。 
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Abstract Phenol is a typical environmental pollutant. Chlorella sp. is potential strain for wastewater 
treatment because of its fast growth and strong resistance. Chlorella sp. could degrade phenol in industrial 
wastewater but oxidative stress induced by high concentration of phenol could cause oxidative damage in algal 
cells. Adaptive evolution was performed to improve the tolerance to phenol of Chlorella sp. (L5) in previous 
study. The response mechanism of Chlorella sp. to oxidative stress induced by high concentration phenol was 
explored by de novo comparative transcriptomic analysis on genome scale. It was shown that the evolved strain 
could tolerate and degrade phenol was related to metabolic regulations in multiple pathways. The results of de 
nEO comparative transcriptomic analysis showed that the genes related to signal transduction, ABC transporter 
and heat shock protein were significantly up-regulated at S00mg/L phenol concentration compared to those in the 
original ( L3 ) cells. Those genes in nitrogen metabolism and tricarboxylic acid cycle (TCA) were also 
upregulated. The evolved strain (L5) could reduce oxidation pressure induced by high concentration of phenol 
through the metabolic regulations in these metabolic pathways. 
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